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ED50 Median effective dose、50%効果量
ESI Electrospray ionization、エレクトロスプレーイオン化
HILIC Hydrophilic interaction chromatography、親水性相互作用クロマト
グラフィー
LC Liquid chromatography、液体クロマトグラフィー
LC-MS/MS Liquid chromatography/tandem mass spectrometry、液体クロマトグ
ラフィー／タンデム質量分析
LLOQ Lower limit of quantification、定量下限
mGlu Metabotropic glutamate、代謝型グルタミン酸
MS Mass spectrometry、質量分析
MS/MS Tandem mass spectrometry、タンデム質量分析
NAAG N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamic acid、N-アセチルアスパラチルグル
タミン酸






























Fig. A Schematic representation of NMDA receptor and related endogenous
substances.
mGluR3: metabotropic glutamate receptor 3, NAAG: N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamic
acid, Glu: L-glutamic acid, D-Ser: D-serine, Gly: glycine
現在、統合失調症の診断は、臨床症状および世界保健機関の国際疾病分類第












Fig. B Chemical structures of L-glutamic acid, glycine, D-serine, and NAAG, and












































Fig. D Schematic diagram of the method for the determination of xenobiotics.
内因性物質の定量においては、主に標準添加法や代替（サロゲート）マトリ





















Fig. E Schematic diagram of the standard addition method.
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Fig. F Schematic diagram of the surrogate matrix method.
上記の 2 種の方法の欠点を克服可能な方法として、サロゲートアナライト法
（Fig. G）があげられる 32,33,36,46,47)。本法は、アナライトの安定同位体標識化合







































まず、第 1 章では、高極性物質である NAAG のサロゲートアナライト法を構
築し、内因性物質定量法としての有用性につき検証した。次いで、動物におい
て抗精神病作用を示すとの報告がある NAAG 分解酵素阻害剤（ZJ43）を投与し










本節では、神経伝達物質の 1 つである NAAG のサロゲートアナライト法を構
築し、その有用性につき調べることにした。NAAG は、脊椎動物の脳内ペプチ
ドの中で最も高濃度に存在するものの 1 つであり 51）、脳内グルタミン酸受容体























まず、NAAG の SRM モードにおけるモニタリングイオンの設定と適切なサ
ロゲートアナライトのデザインのため、NAAG 溶液をインフュージョン分析し
て MS および MS/MS 解析を行った。NAAG は、分子内にカルボキシ基を 3 つ
有することから、ネガティブイオンモードで NAAG を分析し、Fig. 1-1 に示す
フルスキャンマススペクトルを得た。1 価の脱プロトン分子（[M-H]-）が m/z 303
にベースピークとして認められ、Na 付加体ならびに脱水ピークが、それぞれ
m/z 325、m/z 285 に認められた。次に、m/z 303 の脱プロトン分子をプリカーサ
ーとして、NAAG の MS/MS 分析を行ったところ、グルタミン酸に由来するプ
ロダクトイオン（m/z 128）が最も強く認められたほか、m/z 96 および m/z 155
に N-アセチルアスパラギン酸に由来すると思われるピークが検出された（Fig.
1-2）。これらの結果から、NAAG の SRM モードにおけるモニタリングイオン
には、NAAG の脱プロトン分子とグルタミン酸由来のプロダクトイオンを用い
（m/z 303 → m/z 128）、サロゲートアナライトには、NAAG のグルタミン酸部
位を重水素（2H あるいは D と表記）で標識した化合物を調製して用いることに
した 52,53)。
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Fig. 1-1 Full scan mass spectrum of NAAG. NAAG standard solution (3 µg/mL)
was introduced into the ionization source of the mass spectrometer at the flow
rate of 5 µL/min.
128
m/z
Fig. 1-2 Product ion spectrum and proposed fragmentation pattern of NAAG.
NAAG standard solution (60 ng/mL) was introduced into the ionization source of





も高い核種からなる NAAG の存在比を 100%とした場合、NAAG よりも質量が














多い。そこで、内因性物質の正常時の濃度の 1%を LLOQ に設定することを想
定し、かつ同位体による妨害が LLOQ の 1/10 以下であれば定量精度の点で許容








体の化学的純度は 96.5%であった（LC-UV 法で算出）。[2H5]NAAG のプロダク
トイオンスペクトル（Fig. 1-4）では、グルタミン酸に由来するプロダクトイオ









Fig. 1-3 Chemical structure of [2H5]NAAG.
Fig. 1-4 Product ion spectrum and proposed fragmentation pattern of
[2H5]NAAG. [
2H5]NAAG standard solution (60 ng/mL) was introduced into the
ionization source of the mass spectrometer at the flow rate of 5 µL/min. Collision
energy was set at -26 V.










スペクトルでは、グルタミン酸由来イオンとして m/z 133（D5 体）に加えて、
m/z 132 にもピークが確認された（Fig. 1-4）。一方、NAAG のプロダクトイオン
スペクトルでは m/z 128 のピークのみが認められ、1Da シフトした m/z 127 のピ
ークは観察されなかったことから（Fig. 1-2）、[2H5]NAAG はフラグメンテーシ
ョンの過程で D が 1 つ転移あるいはプロトンが 1 つ脱離しているものと考えら
れ、これが NAAG と[2H5]NAAG のプロダクトイオンスペクトルの差の原因と
推測された。このような場合には SRM 条件を最適化し、NAAG と[2H5]NAAG
で同等のピークレスポンスが得られるようにしなければならない。そこで、想
定される実用的な検量線濃度範囲（およそ 1000 倍）において同等のピークレス
ポンスが得られるように、NAAG および[2H5]NAAG の各溶液（それぞれ 10
pmol/mL および 10 nmol/mL の 2 濃度）を測定してピークレスポンスの確認と調






なる、すなわち[2H5]NAAG で作成した検量線を用いて NAAG を定量すること
は妥当であると判断した。なお、Table 1-1 には、内標準物質として用いる
[2H8]NAAG の SRM 条件についても示した。
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Table 1-1 Selected reaction monitoring conditions for NAAG, [2H5]NAAG, and
[2H8]NAAG.





NAAG m/z 303 → m/z 128 negative -50 -26 -13
[2H5]NAAG m/z 308 → m/z 133 negative -50 -22 -13
[2H8]NAAG m/z 311 → m/z 133 negative -50 -22 -13
DP: declustering potential、CE: collision energy、CXP: collision exit potential
Table 1-2 Comparison of the peak responses between NAAG and [2H5]NAAG.
Peak area
10 pmol/mL 10 nmol/mL
NAAG [2H5]NAAG NAAG [
2H5]NAAG
1 18869 17970 16166805 16214796
2 18045 18138 16233669 16010767
3 17492 17705 16500616 16247095
Mean 18135 17938 16300363 16157553
Ratio
([2H5]NAAG/NAAG)
- 0.99 - 0.99
次に、サロゲートアナライトの性能評価の一環として、[2H5]NAAG の溶液
（10,000 ng/mL）を LC-MS/MS 装置に注入し、m/z 303 → m/z 128（NAAG に相
当）、m/z 308 → m/z 133（[2H5]NAAG に相当）、および m/z 311 → m/z 133
（[2H8]NAAG に相当）の各反応をモニターしたときに観察されるピークについ
て調べた。Table 1-3 には、観察されたピークの面積、[2H5]NAAG のピーク面積
を 100%としたときの各ピークの面積百分率をそれぞれ示した。その結果、m/z
303 → m/z 128（NAAG に相当）の反応をモニターしたときに観察されたピー
クの面積は、[2H5]NAAG の面積の 0.1%未満（0.085%）と極僅かであった。一
方、m/z 311 → m/z 133（[2H8]NAAG に相当）の反応をモニターしたときに観察
18
されたピークの面積は、[2H5]NAAG の面積の 0.387%であった。この値は、







[2H5]NAAG のピーク面積に 0.0024 を乗じた値を減じる）。一方、[
2H8]NAAG の
溶液（10,000 ng/mL）を LC-MS/MS 装置に注入し、m/z 303 → m/z 128 および
m/z 308 → m/z 133 の各反応をモニターしたときに観察されたピークの面積は、
いずれも[2H8]NAAG のピーク面積の 0.1%未満と極僅かであった（Table 1-3）。



































3.1. サロゲートアナライト法による生体試料中 NAAG の測定
次に、ラットの脳、血漿および尿をメタノールで除タンパクしたのち、サロ












よび実検体（検量線／QC 検体とは異なる個体から採取した試料）各 50 μL に、
内標準物質を含むメタノール／蒸留水（95:5、v/v）200 μL を加えて除タンパク
し、その遠心上清を LC-MS/MS 装置に注入して測定した。Fig. 1-6 に、LLOQ
検体中の[2H5]NAAG と、実検体中の NAAG の SRM クロマトグラムを示した。
ラットの脳、血漿および尿中の NAAG のピーク面積は、LLOQ 検体中の
[2H5]NAAG のピーク面積のそれぞれ約 10 倍（3,038,265/291,516=10.4）、6 倍
（11,262/1,823=6.2）、および 6 倍（79,939/12,416=6.4）であった。Table 1-4 に、
3 種の定量法を用いて NAAG を分析した結果をまとめて示した。いずれの定量
法を用いても、脳内濃度は 310 nmol/g 程度、血漿中および尿中濃度は、それぞ










(A) LLOQ for brain sample (B) Brain sample
(C) LLOQ for plasma sample (D) Plasma sample
(E) LLOQ for urine sample (F) Urine sample
Fig.1-6 SRM chromatograms for [2H5]NAAG and NAAG. (A) LLOQ (brain), (B)
brain sample, (C) LLOQ (plasma), (D) plasma sample, (E) LLOQ (urine), and (F)
urine sample. (A), (C), and (E): m/z 308 → m/z 133 for [2H5]NAAG, (B), (D), and




















Table 1-4 NAAG concentrations in rat biological samples determined by the
surrogate analyte method.
Internal standard
NAAG concentration (nmol/g or nmol/mL)
Brain Plasma Urine
A [2H8]NAAG 311±8.15 0.0658±0.00498 2.10±0.104
B 7-Hydroxycoumarin 308±11.2 0.0654±0.00390 2.09±0.0689
C None 311±27.7 0.0660±0.00446 2.18±0.0241
LLOQ: 30 nmol/g (brain), 0.01 (plasma) and 0.3 nmol/mL (urine) (Mean ± SD, n=5)





ず、前項と同様に 3 種の定量法を用いて、生体試料中の NAAG を定量した。な
お、定量法（A）においては、安定同位体標識した内標準物質として[2H5]NAAG
を用いた。Fig. 1-7 には、LLOQ 検体（水で調製）と実検体中の NAAG の SRM
クロマトグラムを示した。ラット脳、血漿および尿中の NAAG 濃度は、LLOQ
のそれぞれ約 10 倍、6 倍および 7 倍の高値を示したが（Table 1-5 A）、実検体中
の NAAG のピーク面積は、マトリックス効果の影響で脳では LLOQ の約 6 倍
（865,848/150,098=5.8）、血漿では LLOQ と同程度（10,147/7,135=1.4）、尿に至
っては LLOQ の半分（82,584/175,559=0.47）にまで低下していた（Fig. 1-7）。定
量結果を Table 1-5 に示したが、内標準物質として[2H5]NAAG を用いたときのラ
ット脳、血漿および尿中の NAAG 濃度は、それぞれ 316 nmol/g、0.0626 nmol/mL
および 2.18 nmol/mL であった（Table 1-5 A）。しかしながら、NAAG とは構造
が類似しない 7-ヒドロキシクマリンを内標準物質として使用した場合、それぞ
22
れ 197 nmol/g、0.0192 nmol/mL および 0.321 nmol/mL となり、[2H5]NAAG を内
標準物質としたときに比べて大きく低下した（Table 1-5 B）。さらに、内標準物
質を全く使用しない場合の定量値に至っては、[2H5]NAAG を内標準物質にした
ときの 3/50–3/5 と著しく低い値となった（Table 1-5 C）。
(A) LLOQ (water) for brain sample (B) Brain sample
(C) LLOQ (water) for plasma sample (D) Plasma sample
(E) LLOQ (water) for urine sample (F) Urine sample
Fig.1-7 SRM chromatograms for NAAG. (A) LLOQ (brain), (B) brain sample, (C)
LLOQ (plasma), (D) plasma sample, (E) LLOQ (urine), and (F) urine sample: m/z




















Table 1-5 NAAG concentrations in rat biological samples determined by the
surrogate matrix method.
Internal standard
NAAG concentration (nmol/g or nmol/mL)
Brain Plasma Urine
A [2H5]NAAG 316±4.44 0.0626±0.00178 2.18±0.648
B 7-Hydroxycoumarin 197±2.71 0.0192±0.00150 0.321±0.0692
C None 205±2.89 0.0131±0.000466 0.130±0.0311*
LLOQ: 30 nmol/g (brain), 0.01 (plasma) and 0.3 nmol/mL (urine) (Mean ± SD, n=5)






















































び CSF 中 NAAG の定量法を開発することにした。次いで、ZJ43 を投与したラ
ットの脳、血漿および CSF 中 NAAG を定量し、NAAG 分解酵素阻害剤のラッ
ト in vivo における薬理作用について、NAAG の体内動態面から考察を加えた。























基を有する HILIC カラム（Xbridge® Amide）とし、移動相条件は、NAAG の保
持時間が 2 分以内になるように、アセトニトリル濃度を 2 分間で 95%から 60%
に変化させる急勾配のグラジェント溶出（流速 1 mL/min.）とした。
まず、移動相のギ酸濃度の影響を調べたところ、0.01%（v/v）（pH 約 3.2）で
は NAAG の保持時間は 2 分以内となったものの、ピーク形状が良好ではなかっ
た（Fig. 1-8 A）。一方、ギ酸濃度を 0.1%（v/v）（pH 約 2.6）にすると、ピーク
形状が改善し、保持時間も 2 分以内となった（Fig. 1-8 B）。同様にギ酸アンモ
ニウム濃度（1 および 5 mmol/L、pH 6–7）の影響を調べたところ、NAAG の保
持時間が 2 分を超えたうえ、ピークもブロードになった（Fig. 1-9）。NAAG の
27
pKa は 3.13、3.72 および 4.34 であり、ギ酸アンモニウムを添加した中性条件で











Fig. 1-8 Representative SRM chromatograms of NAAG (3-µL injection of
3-nmol/mL standard solution). Mobile phase contained constant concentration of
formic acid at (A) 0.01% (v/v), or (B) 0.1% (v/v).
28
Fig. 1-9 Representative SRM chromatograms of NAAG (3-µL injection of
3-nmol/mL standard solution). Mobile phase contained constant concentration of
ammonium formate at (A) 1 mmol/L, or (B) 5 mmol/L.





















準物質として[2H8]NAAG を用いて LC-MS/MS 定量を実施したところ、1 nmol/g
（脳検体）および 0.01 nmol/mL（血漿検体）の[2H5]NAAG のピークを、十分な
シグナルとノイズの比（S/N）で検出することができた（Fig. 1-10）。検量線は、
1–1000 nmol/g（脳検体）および 0.01–10 nmol/mL（血漿検体）の濃度範囲で良
好な直線性を示した（r>0.999）。脳検体測定時の日内再現性は精度 9.5%以下、







Fig. 1-10 Representative SRM chromatograms of [2H5]NAAG, NAAG, and
[2H8]NAAG of the LLOQ samples. (A) brain extract ([
2H5]NAAG at 1.00 nmol/g),
and (B) plasma extract ([2H5]NAAG at 0.0100 nmol/mL).
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Table 1-6 Intra-day and inter-day precision and accuracy for the determination






































































































































Precision: coefficient of variation, Accuracy: % of nominal concentration
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Table 1-7 Intra-day and inter-day precision and accuracy for the determination






































































































































Precision: coefficient of variation, Accuracy: % of nominal concentration
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中の NAAG 濃度を測定することにした。ラットから採取可能な CSF 量は極僅













が類似していた（Fig. 1-12）。このことから、CSF 中 NAAG の定量には、血漿
で調製した検量線／QC 検体を用いることにした。さらに、本法の妥当性を検
証するため、ラット 3 個体から採取した CSF 検体を 2 分割し、一方は直接、他
方は既知量の NAAG を添加後に前処理し、CSF 中濃度を求めた。その結果、既




Fig. 1-11 Schematic overview of the assay method for the assessment of matrix
effects.
Fig. 1-12 SRM chromatograms of [2H5]NAAG. [
2H5]NAAG standard solution
(100 ng/mL) was introduced into the ionization source of the mass spectrometer at
the flow rate of 10 µL/min. by post-column infusion following the injection of (A)
mobile phase, (B) brain extract, (C) plasma extract, or (D) CSF extract. The
regions showing lower or higher responses compared with the chromatogram (A)
indicated that the ionization of [2H5]NAAG was suppressed or enhanced by
matrix components. The arrow indicates the eluting position of [2H5]NAAG.
35




















まず、試料を 3 等分し、それぞれに異なる量の NAAG 標準品を添加して検量線
検体を調製し、サロゲートアナライト法と同様の手順で抽出して測定に供した。
次いで、検量線検体中の NAAG 標準品濃度を X 軸に、内標準物質に対する









Table 1-9 Comparison of NAAG concentrations between the surrogate analyte
and the standard addition methods.
Rat
No.




(nmol/g or nmol/mL) (A) (nmol/g or nmol/mL) (B)
Brain Brain
1 392 440 -11.5
2 370 413 -11.0
3 394 378 4.1
4 376 357 5.2
5 414 409 1.2
Plasma Plasma
1 0.0531 0.0527 0.8
2 0.0561 0.0540 3.8
3 0.0531 0.0516 2.9
4 0.0479 0.0443 7.8
5 0.0512 0.0490 4.4
*: Difference (%) was calculated using the following formula: (A-B) / Mean × 100
3. NAAG 分解酵素阻害剤投与時のラット脳、血漿および CSF 中 NAAG の動態
前項までの検討で、ラット脳、血漿および CSF 中 NAAG 定量法が確立でき
たことから、次に、代表的な NAAG 分解酵素阻害剤の 1 つである ZJ43 をラッ
トに投与し、そのときの NAAG の体内変動を解析した。ZJ43 は脂溶性が低い
ことから（log P -0.56）、経口や腹腔内投与後の脳および CSF への移行性が個体
間で大きくばらつくことが想定され、少数例の検討では適切な評価が行えない
と考えられた。そこで、ZJ43 をラットの脳室内に投与することにした。ZJ43
の投与量は、in vivo 薬効が確認されたときの脳内 ZJ43 濃度（腹腔内投与、投与
量 150 mg/kg）59)を参考にして、10 μg/10 μL 生理食塩液とした。
ラット脳室内に ZJ43 を投与し、投与後 60 分までの脳、血漿および CSF 中の
NAAG 濃度を測定した結果、興味深いことに脳内の NAAG 濃度は変化しないが、
血漿中濃度が対照群（生理食塩液のみを投与）の 2.11 倍に増加すること、そし
37
て CSF 中濃度が投与後 60 分で対照群の 504 倍にまで急激に増加することが示
された（Table 1-10）。CSF 中濃度は脳実質細胞外液中の濃度を反映していると
考えられることから、NAAG 分解酵素阻害剤による抗精神病作用は、細胞外液
中 NAAG 濃度の上昇による前シナプスの mGlu3 受容体刺激 55)、それに続くグ
ルタミン酸の過剰遊離抑制という機序により発現する可能性が推測された。な
お、NAAG 分解酵素は中枢神経系においてアストロサイトの細胞膜上に発現し
ているとの報告があることから 66)、ZJ43 によって NAAG 分解酵素が阻害され
ても、脳実質細胞内の NAAG 濃度には直接影響しなかったものと推測された。
以上、本節の検討結果から、NAAG 分解酵素阻害剤の薬効発現には、脳実質
細胞内の NAAG ではなく、細胞外液中の NAAG レベルが重要な役割を果たし
ていることが示唆された。本結果は、ZJ43 のラット in vivo における薬理作用を、
NAAG の体内動態面から定量的に捉えた最初の例である。
Table 1-10 NAAG concentrations in brain, plasma, and CSF after
intraventricular administration of saline or ZJ43 to rats.
Time after
administration
NAAG Concentration (nmol/g or nmol/mL) Fold-change
(ZJ43/saline)Saline ZJ43
Brain
10 min. 392 ± 39.0 398 ± 24.3 1.01
30 min. 382 ± 33.3 392 ± 31.6 1.03
60 min. 396 ± 21.0 418 ± 66.2 1.05
Plasma
10 min. 0.0623 ± 0.00821 0.0722 ± 0.00458 1.16
30 min. 0.0666 ± 0.00712 0.0942 ± 0.0177 1.41
60 min. 0.0696 ± 0.00653 0.147 ± 0.0234 2.11
CSF
10 min. 0.129 ± 0.0356 4.57 ± 0.889 35.3
30 min. 0.139 ± 0.0626 14.5 ± 6.15 104
60 min. 0.0938 ± 0.0122 47.3 ± 1.63 504







デートした。次いで、本法を用いて、NAAG 分解酵素阻害剤 ZJ43 を投与した
ラットの脳、血漿および CSF 中 NAAG を定量した結果、脳実質細胞外液中濃


























分割に威力を発揮することが報告された 79,80)。CROWNPAK® CR (+)は、キラル


















（pKa: 3.75）および 0.5%（v/v）酢酸（pKa: 4.76）を用いたところ、Fig. 2-1 に示



















Fig. 2-1 Representative SRM chromatograms of [2H3]DL-serine (3-µL injection
of 1-nmol/ml standard solution). Mobile phase consisted of (A) 0.3% (v/v)
trifluoroacetic acid, (B) 0.5% (v/v) formic acid, or (C) 0.5% (v/v) acetic acid.
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Fig. 2-2 Peak area of [2H3]D-serine (2-µL injection of 0.15-nmol/mL standard
solution) as a function of the flow rate of methanol. The flow rate of 0.3% (v/v)





らなるセリンの存在比を 100%とした場合、セリンよりも質量が 1、2 および 3
大きい同位体の存在比（理論値）は、それぞれ 3.8%、0.66%および 0.023%とな
る。そこで、前章第 1 節で述べたように、内因性物質の正常時の濃度の 1%を











ンよりも質量が 1 大きい同位体の存在比（理論値 3.8%）を基に、[15N]D-セリン
のピーク面積を補正することにした（[15N]D-セリンのピーク面積から、D-セリ
ンのピーク面積に 0.038 を乗じた値を減じる）。次いで、D-セリンと[2H3]D-セリ
ンの各溶液（それぞれ 50 pmol/mL および 50 nmol/mL の 2 濃度）を測定して、
ピークレスポンスの確認と調整を行い、Table 2-1 に示した SRM 条件を得た。
この SRM 条件にて D-セリンと[2H3]D-セリンを測定したとき、D-セリンのピー
ク面積に対する[2H3]D-セリンのピーク面積の比は、いずれの濃度においてもほ
ぼ 1 となり、同等のピークレスポンスが得られることを確認した（Table 2-2）。
なお、Table 2-1 には、内標準物質として用いる[15N]D-セリンの SRM 条件につ
いても示した。
Fig. 2-3 Chemical structure of [2H3]D-serine.
Fig. 2-4 Chemical structure of [15N]D-serine.
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Table 2-1 Selected reaction monitoring conditions for D-serine, [2H3]D-serine,
and [15N]D-serine.





D-serine m/z 106 → m/z 60 positive 35 15 4
[2H3]D-serine m/z 109 → m/z 63 positive 20 15 4
[15N]D-serine m/z 107 → m/z 61 positive 35 15 4
DP: declustering potential、CE: collision energy、CXP: collision exit potential
Table 2-2 Comparison of the peak responses between D-serine and [2H3]D-serine.
Peak area
50 pmol/mL 50 nmol/mL
D-serine [2H3]D-serine D-serine [
2H3]D-serine
1 13301 12667 10772872 10696331
2 11783 13511 10326551 10437444
3 13348 13068 10214198 10542836
Mean 12811 13082 10437874 10558870
Ratio
([2H3]D-serine/D-serine)













て[15N]D-セリンを用いて LC-MS/MS 定量を実施したところ、1 nmol/g の[2H3]D-
セリンのピークを十分な S/N で検出することができた（Fig. 2-5）。検量線は、
1–300 nmol/g の濃度範囲において良好な直線性を示した（r>0.999）。日内再現性




Fig. 2-5 Representative SRM chromatograms of (A) D-serine, (B) [2H3]D-serine,
and (C) [15N]D-serine of the LLOQ sample in mouse brain ([2H3]D-serine at 1.00
nmol/g).
46
Table 2-3 Intra-day and inter-day precision and accuracy for the determination






































































































































Precision: coefficient of variation, Accuracy: % of nominal concentration
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2.3. ラット脳および CSF 中 D-セリンの定量法
次に、統合失調症のモデルラットを用いた薬理学的研究への応用を目的とし
て、ラット脳および CSF 中 D-セリン定量法の開発を行った。前章第 2 節におい






および 0.2 nmol/mL（CSF 検体）の[2H3]D-セリンのピークを十分な S/N で検出で
きることを確認した（Figs. 2-6 および 2-7）。検量線は、1–1000 nmol/g（脳検体）
および 0.2–60 nmol/mL（CSF 検体）の濃度範囲において良好な直線性を示した
（r>0.999）。4 濃度の QC 検体で日内再現性を確認した結果、脳検体測定時の精
度は 3.3%以下、真度は 98.8–107.1%、CSF 検体測定時の精度は 3.1%以下、真度
は 97.2–105.5%となり、良好であった（Tables 2-4 および 2-5）。
以上の結果から、本法は、ラットの脳および CSF 中 D-セリンの定量法として、
統合失調症のモデルラットを用いた薬理学的研究に応用可能と判断した。
48
Fig. 2-6 Representative SRM chromatograms of (A) D-serine and (B)
[2H3]D-serine of the LLOQ sample in rat brain ([
2H3]D-serine at 1.00 nmol/g).
Fig. 2-7 Representative SRM chromatogram of [2H3]D-serine of the LLOQ
sample in artificial CSF ([2H3]D-serine at 0.200 nmol/mL).
Table 2-4 Intra-day precision and accuracy for the determination of











































Precision: coefficient of variation, Accuracy: % of nominal concentration
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Table 2-5 Intra-day precision and accuracy for the determination of




































































したこと 1,2,15,16,67–75)、脳内、特に前頭前皮質（PFC）の NMDA 受容体機能を増
強あるいは活性化させること 9–13)、NMDA 受容体に対する 50%効果量（ED50）
が同じくコ・アゴニストであるグリシンに比べ 3–4 倍低い（活性が強い）こと








内、特に PFC および CSF 中 D-セリンの変動について、D-セリンの迅速光学分
割法を用いて解析し、グルタミン酸仮説における統合失調症の発症、特に陰性
症状の発症と PFC および CSF 中 D-セリンとの関連性について考察した。
51
2. 陰性症状モデルとしての MK-801 反復投与ラット強制水泳モデルの妥当性
NMDA 受容体拮抗薬である MK-801 を反復投与したラット強制水泳モデルが、
統合失調症の陰性症状を表すことを示すために、以下の実験を行った。
はじめに、生理食塩液あるいは MK-801（投与量 0.5 mg/kg）をラットに 1 日








Fig. 2-8 Effect of repeated administration of MK-801 on immobility time, and
locomotor activity in the forced swimming test and open field test. (A) Immobility
time in the forced swimming test. (B) Total counts for 10 min. in the open field test.
Data are expressed as the mean + S.E.M., n = 8–12 animals per each group.
**P<0.01, compared with saline.
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次に、MK-801 を反復投与したラット強制水泳モデルに対する既存の抗精神
病薬の効果を調べるために、生理食塩液、クロザピン（投与量 3 および 10 mg/kg）、
ハロペリドール（同 0.1 および 0.3 mg/kg）、あるいはイミプラミン（同 10 およ







以上の結果から、NMDA 受容体拮抗薬である MK-801 を反復投与したラット
強制水泳モデルは、統合失調症の陰性症状を表すものと考えられた。
$
Fig. 2-9 Effects of clozapine and haloperidol on immobility time in the forced
swimming test in saline- or MK-801-treated rats. Data are expressed as the mean
+ S.E.M., n = 10–11 animals per each group. **P<0.01, compared with
saline+vehicle, $P<0.05, compared with saline+vehicle, #P<0.05, ##P<0.01,
compared with MK-801+vehicle.
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Fig. 2-10 Effect of imipramine on immobility time in the forced swimming test
in saline- or MK-801-treated rats. Data are expressed as the mean + S.E.M., n =




生理食塩液または MK-801 を反復投与したラットに、生理食塩液あるいは D-








Fig. 2-11 Effect of D-serine on immobility time in the forced swimming test in
saline- or MK-801-treated rats. (A) Immobility time in saline-treated rats, and (B)
immobility time in MK-801-treated rats. Data are expressed as the mean + S.E.M.,
n = 10 animals per each group. *P<0.05, **P<0.01, compared with saline+vehicle,
##P<0.01, compared with MK-801+vehicle.
4. 陰性症状モデル動物における D-セリン濃度の変動
前項の検討結果から、D-セリンのシグナル低下が、統合失調症の陰性症状の
発症に関与している可能性が考えられた。そこで、本モデルの PFC および CSF
中の D-セリン濃度を測定し、生理食塩液のみを投与した動物と比較することで、
陰性症状の発症と D-セリンの関連性について考察を試みた。
MK-801（投与量 0.5 mg/kg）を 1 日 2 回 7 日間皮下投与し、その 2 日後に測
定した PFC および CSF 中の D-セリン濃度、すなわち本モデルにおいて統合失
調症の陰性症状の発症が実験的に確認されたときの濃度は、それぞれ 360
nmol/g および 1.03 nmol/mL であった（Table 2-6）。これは、生理食塩液のみを 1
日 2 回 7 日間皮下投与した対照群の動物の PFC および CSF 中の D-セリン濃度
（それぞれ 314 nmol/gおよび 1.05 nmol/mL）と同程度の値であった（Table 2-6）。
これまで、統合失調症と D-セリンの関連性については相反する報告があったが、
55
本研究の結果から、本モデルにおける無動時間の延長は、PFC および CSF 中
D-セリンの濃度低下によって引き起こされたのではないこと、すなわち陰性症
状の発症と PFC および CSF 中の D-セリンのレベルには関連性がないことが明




と Murai ら 90)の報告から、MK-801 を投与したラット強制水泳モデルにおける





Table 2-6 D-serine levels in PFC and CSF of saline- and MK-801-treated rats.
PFC CSF
Saline (9) MK-801 (10) Saline (9) MK-801 (10)
D-serine
(nmol/g or nmol/mL)
314±16.2 360±13.7 1.05±0.161 1.03±0.125
D-serine, % of saline 100±5 115±4 100±15 98±12
Values are means ± S.E.M. Numbers in parenthesis are the number of animals tested.
56
5. 小括
































第 1 章では、実検体と同種の生体試料で検量線／QC 検体を調製するサロゲ
ートアナライト法を構築し、内因性物質定量法としての有用性を検証した。次
















速に D-セリンの光学分割が達成できることを実証した。第 2 節では、本法を用






























第 1 章、第 1 節付属実験
［標準物質および試薬］







用いてアスパラギン酸の N 末端をアセチル化して得た（純度 96.5%、純度を補
正して使用した）。[2H8]NAAG は、[
2H5]L-グルタミン酸の N 末端と L-アスパラ
ギン酸保護体を縮合して脱保護した後に、[2H3]塩化アセチルを用いてアスパラ






























それぞれを 2 nmol/mL および 1 nmol/mL となるように混合（脳検体用）、あるい
は 0.2 nmol/mL および 0.1 nmol/mL となるように混合（血漿および尿検体用）し
て調製した。サロゲートマトリックス法に用いる内標準物質溶液は、[2H5]NAAG
および 7-ヒドロキシクマリンの標準溶液をメタノール／蒸留水（95:5、v/v）で
希釈し、それぞれを 2 nmol/mLおよび 1 nmol/mLとなるように混合（脳検体用）、
あるいは 0.2 nmol/mL および 0.1 nmol/mL となるように混合（血漿および尿検体
用）して調製した。
脳内濃度測定用の検量線／QC 検体は、以下の通り調製した。まず、[2H5]NAAG
の標準溶液（10 μmol/mL）50 μL を 950 μL の脳ホモジネートに添加して、2500
62
nmol/g（ホモジネート中濃度として 500 nmol/mL）の添加脳を調製した。この
添加脳を脳ホモジネートで順次希釈し、[2H5]NAAG 濃度が 30、100、300 およ
び 1000 nmol/g となる検量線検体とした。QC 検体は、[2H5]NAAG 濃度が 80 お
よび 800 nmol/g になるように検量線検体と同様に調製した。水を代替マトリッ
クスとした NAAG の脳内濃度測定用の検量線／QC 検体は、[2H5]NAAG の代わ
りに NAAG を用いて同様に調製した。
血漿中濃度測定用の検量線／QC 検体は、以下の通り調製した。まず、
[2H5]NAAG の標準溶液（10 μmol/mL）10 μL を 990 μL の血漿に添加して、100
nmol/mL の添加血漿を調製した。この添加血漿を血漿で順次希釈し、[2H5]NAAG
濃度が 0.01、0.03、0.1、0.3、1 および 3 nmol/mL となる検量線検体とした。QC
検体は、[2H5]NAAG の濃度が 0.03 および 0.3 になるように検量線検体と同様に
調製した。水を代替マトリックスとした NAAG の血漿中濃度測定用の検量線／
QC 検体は、[2H5]NAAG の代わりに NAAG を用いて同様に調製した。
尿中濃度測定用の検量線／QC 検体は、以下の通り調製した。まず、[2H5]NAAG
の標準溶液（10 μmol/mL）10 μL を 990 μL の尿に添加して、100 nmol/mL の添
加尿を調製した。この添加尿を尿で順次希釈し、[2H5]NAAG 濃度が 0.3、1、3
および 10 nmol/mL となる検量線検体とした。QC 検体は、[2H5]NAAG 濃度が 0.3
および 8 nmol/mL になるように検量線検体と同様に調製した。水を代替マトリ




漿または尿（各 50 μL）は、内標準物質溶液（200 μL）と混合してボルテックス







ースを装着した AB Sciex 社製 Triple Quad™5500 四重極型タンデム質量分析計
を使用した。スプレー電圧は-4500 V、ヒーターガス温度は 550℃、ネブライザ
ーガス（GS1）、ターボガス（GS2）およびカーテンガスは 50 psi、80 psi および




ラムで混合し、流速 1 mL/min.で LC カラム（Waters 社製 XBridge® Amide、3 mm
i.d. × 50 mm、3.5 µm）に送液した。カラム温度は 50℃に設定し、試料の注入量
は 1−3 μL とした。
移動相送液プログラム
















NAAG m/z 303 → m/z 128 negative -50 -26 -13
[2H5]NAAG m/z 308 → m/z 133 negative -50 -22 -13
7-HC m/z 161 → m/z 133 negative -41 -28 -9
[2H8]NAAG m/z 311 → m/z 133 negative -50 -22 -13
DP: declustering potential、CE: collision energy、CXP: collision exit potential、
7-HC: 7-hydroxycoumarin
［検量線の作成と定量値の算出］
検量線式は、検量線検体中の NAAG または[2H5]NAAG 濃度を x、内標準物質
に対する NAAG または[2H5]NAAG のピーク面積の比を y として、最小二乗法
（重み：1/x）による直線回帰を行い求めた。QC 検体中の NAAG または
[2H5]NAAG 濃度は、内標準物質に対する NAAG または[
2H5]NAAG のピーク面
積の比を検量線式に代入して求めた。なお、[2H5]NAAG をサロゲートアナライ
ト、[2H8]NAAG を内標準物質として検量線の作成ならびに QC 検体の濃度算出
を行う際には、内標準物質のピーク面積の補正を行った（（[2H8]NAAG のピー
ク面積）－（[2H5]NAAG のピーク面積）× 0.0024）。実検体中の NAAG 濃度は、
内標準物質に対する NAAG のピーク面積の比を検量線式に代入して求めた。内
標準物質を用いず、絶対検量線法で定量値を算出する際は、NAAG または
[2H5]NAAG のピーク面積を y として計算した。
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第 1 章、第 2 節付属実験
［標準物質および試薬］
N-[[[(1S)-1-carboxy-3-methylbutyl]amino]carbonyl]-L-glutamic acid（ZJ43）は、




週齢）に、生理食塩液（10 µL）または ZJ43（10 µg/10 µL 生理食塩液）を、イ





の冷凍庫に保存した。その他、動物飼育および動物実験は、第 1 章、第 1 節付
属実験と同じ条件およびガイドラインにしたがって行った。
［脳ホモジネートの調製］





し、10 μmol/mL となるようにメタノールに溶解して調製した。[2H8]NAAG の標
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準溶液は、メタノール／蒸留水（95:5、v/v）で希釈し、2 nmol/mL（脳検体用）
または 0.1 nmol/mL（血漿および CSF 検体用）の内標準物質溶液とした。
脳内濃度測定用の検量線／QC 検体は、第 1 章、第 1 節付属実験と同様の手
順で調製した。検量線検体は、[2H5]NAAG 濃度が 1、3、10、30、100、300 お
よび 1000 nmol/g となるように調製し、QC 検体は、[2H5]NAAG 濃度が 1（Lower
limit of QC; LLQC）、3（Low QC; LQC）、250（Middle QC; MQC）および 800 nmol/g
（High QC; HQC）となるように調製した。
血漿中濃度測定用の検量線／QC 検体は、第 1 章、第 1 節付属実験と同様の
手順で調製した。検量線検体は、[2H5]NAAG 濃度が 0.01、0.03、0.1、0.3、1、3






血漿または CSF（各 50 μL）は、内標準物質溶液（200 μL）と混合してボルテ




CSF 検体：200 μL）を、予めメタノール 1 mL および水 1 mL で活性化した固
相抽出カートリッジ Oasis® MAX（30 mg/1 cc；Waters、MA、USA）に負荷した。




ノール／蒸留水（95:5、v/v）（脳検体：1000 μL、血漿および CSF 検体：100 μL）
を加えて再溶解し、LC-MS/MS 装置に注入する試料とした。
［装置および測定条件］
測定は、第 1 章、第 1 節付属実験と同じ装置および条件にて行った。なお、
試料の注入量は 3 μL とした。
［検量線の作成と定量値の算出］
検量線式は、検量線検体中の[2H5]NAAG 濃度を x、内標準物質に対する
[2H5]NAAG のピーク面積の比を y として、最小二乗法（重み：1/x）による直線










以下の項目を評価した。選択性（脳、血漿および CSF 検体、各検体につき 6 個
体分を評価）、検量線（脳は 1–1000 nmol/g、血漿は 0.01–10 nmol/mL の濃度範
囲、3 ランで評価）、日内再現性（脳および血漿検体、各検体につき LLQC、LQC、
MQC および HQC をそれぞれ n=5 ずつ評価）、および日間再現性（脳および血
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漿検体、各検体につき LLQC、LQC、MQC および HQC をそれぞれ n=5 ずつ、3
ランで評価）。その他、血漿中濃度測定用の検量線による CSF 中濃度算出の妥
当性（3 個体分の CSF を測定）を評価した。
［標準添加法］
脳ホモジネート（50 µL）には、NAAG 濃度が 10、30 または 100 nmol/mL の
標準溶液（各 20 µL）を、血漿（50 µL）には、NAAG 濃度が 0.01、0.03 または
0.1 nmol/mL の標準溶液（各 20 µL）を加えて撹拌したのち、それぞれをサロゲ
ートアナライト法と同様の手順で前処理した。検量線検体中の NAAG の標準品




第 2 章、第 1 節付属実験
［標準物質および試薬］
D-セリン、L-セリンおよび DL-セリンは、和光純薬工業株式会社から購入した。





雄性 ICR（Institute of Cancer Research）マウス（4 週齢）は日本エスエルシー
株式会社から、雄性 SD ラット（7 週齢）は日本チャールス・リバー株式会社か
らそれぞれ購入した。動物飼育および動物実験は、第 1 章、第 1 節付属実験と
同じ条件およびガイドラインにしたがって行った。マウスの脳、ならびにラッ















セリンの標準溶液（10 μmol/mL）を 24 倍量の脳ホモジネートに添加し、ラセミ
体濃度として 2000 nmol/g（[2H3]D-セリンとして 1000 nmol/g）の[
2H3]DL-セリン
添加脳を調製した。この[2H3]DL-セリン添加脳を脳ホモジネートで順次希釈し、
[2H3]D-セリン濃度が、マウスについては 1、3、10、30、100 および 300 nmol/g、






セリンの標準溶液（10 μmol/mL）40 μL を 960 μL の人工脳脊髄液 95)に添加し、
ラセミ体濃度として 2000 nmol/mL（[2H3]D-セリンとして 1000 nmol/mL）の
[2H3]DL-セリン添加 CSF を調製した。この[
2H3]DL-セリン添加 CSF を人工脳脊











心上清（50 μL）を、予めアセトニトリル 1 mL および 2%（v/v）ギ酸 1 mL で活










V、ヒーターガス温度は 600℃とし、GS1、GS2 およびカーテンガスは 40 psi、
50 psi および 30 psi に設定した。コリジョンガスには窒素を用い、設定値を 11
（arbitrary units）とした。移動相は 0.3%（v/v）トリフルオロ酢酸水溶液とし、
島津製作所社製の液体クロマトグラフ装置（LC-20AD シリーズ）を使用して流
速 0.3 mL/min.で LC カラム（ダイセル社製 CROWNPAK® CR (+)、4 mm i.d. × 150
mm、5 µm）に送液した。カラム温度は 5℃に設定し、試料の注入量は 2 μL と
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した。なお、LC カラムからの溶離液にメタノールを 0.2 mL/min.の流速でポス
トカラムモードで混合したのち、質量分析計に導入した。
MS/MS 条件







D-serine m/z 106 → m/z 60 positive 35 15 4
[2H3]D-serine m/z 109 → m/z 63 positive 20 15 4
[15N]D-serine m/z 107 → m/z 61 positive 35 15 4














た。マウスについては、選択性（脳 6 個体分を評価）、検量線（1–300 nmol/g の
濃度範囲、3 ランで評価）、日内再現性（LLQC、LQC、MQC および HQC をそ
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れぞれ n=5 ずつ評価）、日間再現性（LLQC、LQC、MQC および HQC をそれぞ
れ n=5 ずつ、3 ランで評価）。ラットについては、マウスでの評価結果を踏まえ
て、検量線（脳は 1–1000 nmol/g、CSF は 0.2–60 nmol/mL の濃度範囲で評価）、
および日内再現性（LQC、MQC および HQC をそれぞれ n=4 で評価）を追加評
価した。
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ピンは Toronto Research Chemicals Inc.（North York, Canada）から、ハロペリド
ールは大日本住友製薬株式会社から、イミプラミン塩酸塩は Sigma-Aldrich（St.
Louis, MO, USA）からそれぞれ購入した。その他の試薬および溶媒は、第 2 章、
第 1 節付属実験で使用したものと同等のものを用いた。
［動物および動物実験］
雄性 SD ラット（7 および 9 週齢）は、日本チャールス・リバー株式会社から




FST: forced swimming test（強制水泳試験）、LA: spontaneous locomotor activity
（自発運動量）
day1 day7 day9




強制水泳試験は、生理食塩液あるいは MK-801 の最終投与 2 日後に行った。
水温25±1℃、水深30 cmになるように水を入れた円筒のシリンダー（直径18 cm、




用した。試験は、生理食塩液あるいは MK-801 の最終投与 2 日後に行った。防
音箱に設置したアクリル製ケージ（幅 47 cm、奥行き 28 cm、高さ 30 cm）にラ
ットを入れ、SCANET（ニューロサイエンス株式会社）を用いて 10 分間の運動
量を測定した。
その他、動物飼育および動物実験は、第 1 章、第 1 節付属実験と同じ条件お
よびガイドラインにしたがって行った。
［脳ホモジネートの調製］
脳ホモジネートの調製は、第 2 章、第 1 節付属実験と同様に行った。
［標準溶液および内標準物質溶液の調製、ならびに検量線／QC 検体の調製］
標準溶液および内標準物質溶液の調製、ならびに検量線／QC検体の調製は、
第 2 章、第 1 節付属実験と同様に行った。
［検体の前処理］
検体の前処理は、第 2 章、第 1 節付属実験と同様に行った。
［装置および測定条件］
測定は、第 2 章、第 1 節付属実験と同じ装置および条件にて行った。
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［検量線の作成と定量値の算出］
検量線の作成と定量値の算出は、第 2 章、第 1 節付属実験と同様に行った。
［統計学的解析］
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